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Epoxide hydrolases from Streptomyces 

The invention relates to improved epoxide hydrolases 
which can be isolated from bacteria of the genus 
Streptomyces, a novel process for the enzymatic 
separation of epoxide enantiomer mixtures, a novel 
detection method for epoxide hydrolase activity, a 
screening method for detecting epoxide hydrolase 
activity and the use of bacteria of the genus 
Streptomyces and the resultant epoxide hydrolases for 
enantioselective epoxide hydrolysis. 

The increasing importance of enantiomerically pure 
compounds, especially in the pharmaceutical and 
agrochemical industries, requires reliable and economic 
access to optically active substances. To prepare 
enantiomerically pure diols and epoxides, a number of 
methods are available. 

In asymmetric chemical synthesis of epoxides, synthesis 
starts from a prochiral compound. By using a chiral 
reagent, for example a chiral peracid, a chiral 
dioxirane or oxaziridine or a chiral borate, a chiral 
auxiliary or a chiral, metallic or nonmetallic 
catalyst, a chiral epoxide is formed. The best known 
pathway for synthesizing chiral epoxides is the 
Sharpless epoxidation of alkenols, for example allyl 
alcohols, with hydroperoxides in the presence of 
transition metal catalysts. 

Preparation of enantiomerically pure diols by a 
biochemical pathway is also known. Microorganisms 
having epoxide hydrolase activity catalyze the 
regiospecif ic and enantiospecif ic hydrolysis of 
epoxides. They cleave the ether bond in epoxides, 
forming diols. Some bacterial strains have already been 
described which enable a broad selection of racemic 
epoxides to be hydrolyzed enantioselectively . However, 
the number of known epoxide hydrolases and their 
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application to organic synthesis has been restricted to 
date. Known strains having epoxide hydrolase activity 
are, for example, Aspergillus niger LCP521, Bacillus 
sulfurescent ATCC 7159, Rhodococcus species NCIMB 11216 
5 and others. 

However, the known strains having epoxide hydrolase 
activity often have a restricted substrate spectrum and 
low reaction rates . Also, the enantioselectivities 

10 which can be achieved using these strains are 
frequently too low [Grogan, G. , et al . , FEMS 
Microbiology Lett. 141 (1996), 239 - 243; Kroutil, W. , 
et al., Tetrahedron Lett. (1996), 8379 - 8382]. The 
known strains are difficult to manipulate genetically 

15 and some are difficult to culture. Therefore, to date, 
only two epoxide hydrolases are available in 
recombinant form in E.coli [Corynebacterium sp. C12 , 
(Misawa, E., et al . , Eur. J. Biochem. 253 (1998), 173 - 
183) and Agrobacterium radiobacter ADl (Rink, R. , et 

20 al., J. Biol. Chem. 272 (1997), 14650 - 14657)]. Even 
purification of the epoxide hydrolases obtained from 
the microorganisms has to date only been described for 
Rhodococcus species NCIMB 11216 [Faber, K. , et al . , 
Biotechnology Lett. 17 (1995), 893 - 898] and Norcardia 

25 EH 1 [Kroutil, W. , et al J. Biotechnol . 61 (1998), 143 
- 150]. This was highly complex in both cases. The 
enrichment of epoxide hydrolases from Corynebacterium 
sp. C12 is described by Misawa, E., et al . , Eur. J. 
Biochem. 253, (1998) 173-183. 

30 

In addition, the search for novel epoxide hydrolase- 
containing microorganisms is made difficult owing to 
the fact that screening for novel epoxide-hydrolase- 
producing microorganisms, for example in collections of 
35 microbiological strains, has hitherto been highly time- 
consuming. This is due to the fact that, for screening, 
usually methods are used in which the individual 
batches must be worked up and analyzed individually by 
gas chromatography or liquid chromatography. 
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It is a first object of the invention, therefore, to 
provide novel epoxide hydrolases having an expanded 
substrate spectrum and/or improved reactivity and/or 
improved enantioselectivity . In addition, the novel 
5 epoxide hydrolases should be more readily accessible, 
in particular, because they can be isolated from 
nonpathogenic organisms which can be readily cultured, 
and, in addition, if appropriate are readily accessible 
to methods of molecular biology. 

10 

It is a second object of the invention to provide a 
method for the more rapid and simpler detection of 
epoxide hydrolase, which should also allow improved 
screening for epoxide-hydrolase-producing micro- 
15 organisms. 

It is a third object of the invention to provide an 
improved biochemical process for separating epoxide 
enantiomer mixtures and thus an improved process for 
2 0 the enantioselective reaction of epoxides which permits 
a simpler route to the enantiomerically pure diols 
and/or epoxides. 

It is a fourth object of the invention to provide novel 
25 epoxide-hydrolase-producing microorganisms. 

We have found that the above first object is achieved, 
surprisingly, by providing epoxide hydrolases (E.C. 
3.3.2.3) from microorganisms of the genus Streptomyces . 
30 Epoxide hydrolase activity has not previously been 
described in microorganisms of this genus. 

The inventive epoxide hydrolases have at least one of 
the following advantageous properties , compared with 
35 previously known epoxide hydrolases: 



improved enantioselectivity in the resolution of 
enantiomeric epoxides ; 

improved (expanded) substrate spectrum; 
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improved reactivity; 

enhanced accessibility to methods of molecular 
biology; 

improved biochemical accessibility because the 
5 microorganisms are easier to culture. 

For the purposes of the invention, "improved enantio- 

selectivity" is when, for substantially the same 

conversion rate, a higher enantiomeric excess is 
10 achievable . 

For the purposes of the invention, an "expanded 
substrate spectrum" is that racemic mixtures of a 
plurality of epoxides are converted. 

15 

For the purposes of the invention, an "improved 
reactivity" is that the reaction takes place with a 
higher space- time yield. 

20 The invention relates in particular to those epoxide 
hydrolases from Streptomyces that have at least one of 
the following properties: 

a) hydrolytic epoxide cleavage of a styrene oxide, 
25 for example styrene oxide or a derivative thereof 

which is monosubstituted or polysubstituted on the 
phenyl ring or epoxide ring, such as in particular 
a styrene oxide which is monosubstituted in the 
meta or para position by nitro or halogen, in 
30 particular chlorine or bromine, and at least one 

further compound selected from the group 
consisting of ethyl 3-phenylglycidate, n-hexane- 
1,2 -oxide, n-decane-1 , 2 -oxide and indene oxide, 
which can be unsubstituted or monosubstituted or 
35 polysubstituted by substituents preferably in 

accordance with the above definition; 



conversion of a racemate of styrene oxide with an 
enantioselectivity E > 2, for example > 10, for 
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instance from 10 to 100, to give (S) -phenyl-1 , 2- 
ethanol according to the reaction equation (A) 
given below, this conversion being able to be 
carried out using whole cells or a cell homogenate 
5 or an enriched or purified enzyme preparation, and 

preferably taking place in the presence of a 
cosolvent, for example from 5 to 10% (v/v) DMSO. 

According to a preferred embodiment, the epoxide 
10 hydrolases provided are those which can be isolated 
from bacteria of the genus Streptomyces, in particular 
from the species S. griseus, S. thermovulgaris , S. 
antibioticus, S. arenae and S. fradiae, preferably from 
the strains Streptomyces griseus (DSM 40236 and DSM 
15 13447), Streptomyces thermovulgaris (DSM 4044 and DSM 
13448) , Streptomyces arenae Tii (DSM 40737 and DSM 
12134) Streptomyces antibioticus Tu4 (DSM 12925) or 
Streptomyces fradiae Tu 27 (DSM 12131) . 

20 Particular preference is given to the epoxide hydrolase 
which can be isolated from Streptomyces antibioticus 
Tu4 (DSM 12925) . This enzyme is characterized by its 
pronounced enantioselectivity and the conversion of 
(R/S) -styrene oxide (I) according to the following 

25 reaction equation (A) 

Reaction equation (A) : 




<*> (ID (HI) 

30 

to (S) -phenyl-1, 2 -ethanediol (III), with the non- 
hydrolysis of (R)-styrene oxide (II). Thus this enzyme 
in a reaction medium containing 10% (v/v) DMSO as 
solubilizer, catalyzes the above conversion at an 
35 enantioselectivity of E = 13 and an enantiomeric excess 



ee[%] 
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= 99 for (II) and ee[%] = 



14 for (III) . 



Isolation of the enzyme is described in more detail in 
the examples. Unless stated otherwise, the enzyme is 
5 enriched using standard biochemical methods, for 
example as described by T.G. Cooper in Biochemische 
Arbeitsmethoden [Biochemical methods] , Verlag Walter de 
Gruyter, Berlin, New York, (1981) . Suitable methods, 
for example, are purification methods such as 
10 precipitation, for example using ammonium sulfate, ion- 
exchange chromatography, gel chromatography, affinity 
chromatography, for example immunoaf f inity chroma- 
tography, and isoelectric focusing, and combinations of 
these methods . 

15 

The invention also relates to a novel Streptomyces 
strain having the designation Streptomyces antibioticus 
Tu4, deposited at the DSMZ under the Deposit Number DSM 
12925 and variants and mutants of this strain. 

20 

The invention also relates to functional analogs of the 
inventively prepared enzymes, such as variants, alleles 
and mutants, that have epoxide hydrolase activity and, 
preferably, have at least one of the abovementioned 
25 advantageous properties. 

We have found that the above second object was 
achieved, surprisingly, by providing an optical method 
of detection for epoxide hydrolase, which comprises 

30 

a) incubating an analyte, for example a microorganism 
culture, in which epoxide hydrolase activity is 
suspected with an epoxide-containing substrate for 
the epoxide hydrolase under reaction conditions; 

35 

b) chemically reacting unreacted epoxide with 
4-nitrobenzylpyridine (NBP) , forming a pigment 
absorbing at 560 nm; and 
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c) analyzing the solution from step b) for decrease 
in pigment concentration, relative to an epoxide- 
hydrolase- free control solution. 

5 The inventive detection method can be carried out 
qualitatively, for example as a spot test, or quanti- 
tatively. In the quantitative method, the relative 
decrease in pigment concentration is first determined 
quantitatively, for example photometrically by deter- 
10 mining absorption at 560 nm, and the epoxide hydrolase 
activity in the analyte is determined therefrom. 

Suitable analytes are in principle microorganisms per 
se, for example samples from a freshly taken culture of 
15 a bacterium, cell homogenates thereof or fractions of 
these cell homogenates after purification. Preferably, 
the test is carried out using whole cells or after 
digestion of the cells, for example using ultrasound or 
lysozyme . 

20 

For example, the method is applicable to detecting 
epoxide hydrolase in bacteria of the genus 
Streptomyces . 

25 Preferably, the detection method is carried out in such 
a manner that a sample is withdrawn from a freshly 
taken culture of the microorganism, this is disrupted, 
freed from cell fragments and an epoxide comprising a 
substrate for the enzyme to be tested is added and 

30 mixed. If required, the reaction conditions can be 
optimized in the solution by customary measures, for 
example by adding buffer, adjusting the reaction 
temperature and the like. Preferably, to improve the 
solubility of the epoxide in the aqueous reaction 

35 medium, a cosolvent is used. Suitable cosolvents are, 
for example, dimethyl sulfoxide (DMSO) , 

dimethyl formamide (DMF) , ethanol or acetone. Optimum 
reaction conditions for epoxide hydrolases from 
Streptomyces comprise : 
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Reaction medium: 

pH range: 
Temperature : 
5 Reac t i on t ime : 

Substrate concentration : 



Sodium phosphate buffer pH 
8.0, 0.1 M, 10% (v/v) DMSO 
6-8 

30-37°C 
2-20 hours 

from 0.1 to 0.8 molar 



The substrate preferably used is styrene oxide, 
3-phenylglycidate, hexane-1, 2-oxide, decane-1, 2-oxide 
10 and/or indene oxide in enantiomerically pure form or as 
enantiomeric mixture. 

To develop the color reaction, the pH is then adjusted 
by adding a base, for example triethylamine . NBP is 

15 then added, for example at a concentration in the range 
from about 3 to 10%, preferably about 5% (w/v) in 
methoxyethanol . As solubilizer for the pigment formed, 
for example, triethylene glycol dimethyl ether is added 
in sufficient quantity. The solution is finally 

20 incubated at from about 35 to 45°C, preferably 39°C, 
and the absorption is then determined at 560 nm, 
preferably against a reference at 650 nm. From 
comparison with an enzyme-free control solution, the 
decrease in absorption and thus the decrease in epoxide 

25 can be determined quantitatively. 

The invention also relates to screening methods for 
detecting microorganisms having epoxide hydrolase 
activity and/or having the ability to hydrolyze 
30 epoxides enantioselectively , comprising the above 
described detection method. This is particularly 
suitable for systematic study of strain collections or 
mutant banks, generated by "directed evolution", for 
epoxide hydrolase activity. 

35 

We have found that the above third object was achieved, 
surprisingly, by providing a process for separating 
epoxide enantiomer mixtures which comprises 



10 



35 
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a) incubating an epoxide enantiomer mixture, which 
comprises an epoxide hydrolase substrate, with an 
inventive epoxide hydrolase, a microorganism of 
the genus Streptomyces, an epoxide-hydrolase- 
containing homogenate thereof or a fraction of 
this homogenate under reaction conditions; 

b) reacting the enantiomer mixture, preferably to 
achieve a 50% conversion rate; and 



c) separating the enantiomer remaining in the 
reaction mixture from the conversion product and 
purifying the essentially enantiomerically pure 
reaction product and/or the essentially 
15 enantiomerically pure starting material remaining. 

Preferably, enantiomer mixtures of one of the following 
epoxides is converted: styrene oxide, 3-phenyl- 
glycidate, hexane-1 , 2 -oxide, decane-1 , 2 -oxide and 
20 indene oxide or substituted analogs of these oxides in 
accordance with the above definition. 

The invention further relates to a process for 
producing epoxide hydrolases (E.C. 3.3.2.3), which 
25 comprises 

a) producing a cell homogenate from a culture of a 
microorganism of the genus Streptomyces ; 

30 b) fractionating the homogenate, the resultant 
fractions being tested for epoxide hydrolase 
activity, preferably using a detection method 
based on the color reaction of unreacted epoxide 
with NBP according to the above definition; and 



c) combining fractions having epoxide hydrolase 
activity and if appropriate further fractionating. 



The 



invention finally relates to the use of an 
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inventive epoxide hydrolase, a microorganism of the 
genus Streptomyces, an epoxidehydrolase-containing 
homogenate thereof or a fraction of this homogenate for 
the enantioselective hydrolysis of epoxides. 

5 

The invention is described in more detail by the 
examples below and with reference to the accompanying 
figures. In the drawings: 

10 Figure 1 shows results of measurements of pigment 
formation from NBP and epoxide at various 
styrene oxide concentrations . The change in 
absorption in solutions in the presence of 
E.coli DH5a by the NBP assay (black circles), 

15 without E.coli DH5a cell and without NBP 

(black squares) and with cell lysate of 
E.coli DH5a by the NPB assay (black 
triangles) are plotted, in each case after 45 
minutes at the specified styrene oxide 

20 concentrations. 



Figure 2 shows the time course of racemate resolution 
of styrene oxide by the epoxide hydrolase 
from S. antibioticus Tu4 (DSM 12925). ee[%] 
25 (R)-styrene oxide (black squares); ee[%] 

(S) -phenyl- 1, 2-ethanediol (black circles) ; 
conversion rate [%] (black triangles) ; 

Figure 3 shows the effect of various cosolvents on the 
30 hydrolysis of styrene oxide by epoxide 

hydrolase from S. antibioticus Tu4 
(DSM 12925); ee[%] (R)-styrene oxide is 
plotted as a function of cosolvent 
concentration (%(v/v)); acetone (black 
35 squares) ; DMSO (black circles) ; DMF (black 

triangles) . 



Example 1: Validation of a test system for epoxide 
hydrolase 
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a) Styrene oxide as substrate 



An epoxide hydrolase- free organism (E.coli DH5a) was 
cultured in 2 ml cultures and disrupted. 100 jxl 
5 aliquots of the resultant cell lysates were distributed 
over 4 recesses of a microtitre plate. To the cell 
lysate was added 50 /xl of acetone containing various 
amounts of styrene oxide (1.3 mol/1 (stock solution), 
0.65 mol/1, 0.32 mol/1, 0.16 mol/1, 0.08 mol/1). The 

10 solution was incubated at 30°C for 2 hours. After 
adding 25 /xl of triethylamine (TE) , 50 ^1 of p- 
nitrobenzylpyridine (NBP, 5% by volume) and 50 Ail of 
triethylene glycol dimethyl ether, it was again 
incubated at 39°C for 45 minutes and then the 

15 absorption was measured at 560 nm against a reference 
of 650 nm. 

The results are shown in Figure 1. The absorption 
increased linearly with the amount of styrene oxide 
20 used. Therefore, the decrease in absorption indicates 
the presence of an epoxide hydrolase activity. 

b) 3-Phenylglycidate as substrate 

25 Example la) was repeated, except that the substrate 
used was 3-phenylglycidate . In this case also, there 
was a linear relationship between absorption and the 
remaining amount of unhydrolyzed epoxide. 

3 0 c) Hexane-1 , 2 -oxide as- substrate 

Example la) was repeated, except that the substrate 

used was hexane-1 , 2 -oxide . In this case also there was 

a linear relationship between absorption and the 
35 remaining amount of unhydrolyzed epoxide. 

d) Indene oxide as substrate 



Example la) was repeated, except that the 



substrate 
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used was indene oxide. In this case also there was a 
linear relationship between absorption and the 
remaining amount of unhydrolyzed epoxide. 

Example 2 : Screening various Streptomyces strains for 
epoxide hydrolase activity using styrene oxide as 
substrate 

In a similar manner to Example 1, various deposited 
Streptomyces strains were tested, and also, as negative 
control, a bacterial strain of the genus Rhodococcus 
sp. (NCIMB 11216) . The microtitre plate wells which 
contained the negative control exhibited an intensive 
color reaction (blue coloration) , whereas in wells 
containing Streptomyces antibioticus Tii4 (DSM 12925) 
and Streptomyces fradiae Tu27 (DSM 12131) the highest 
epoxide hydrolase activity was found (results not 
shown) . 

Example 3 : Culturing the strain Streptomyces 
antibioticus Tu4 

The organism was cultured both in 250 ml shake flasks 
and in a 30 1 fermenter; the pH was not monitored. 

a) 250 ml fermentation: the culture time at 3 0°C on 
the 250 ml scale was from 48 to 72 hours. 

b) 30 1 fermentation: 2 shake flasks each containing 
1 1 of malt medium [10 g of malt extract, 4 g of 
yeast, made up to 1 1 with tap water and 
autoclaved, sterile-filtered glucose (4 g/1 final 
concentration) was added after autoclaving] were 
inoculated with spores of Streptomyces 
antibioticus Tu4 ; the cultures were then shaken 
for 48 hours (30°C, 210 rpm) 2 1 of this 
preliminary culture were used to inoculate 20 1 of 
malt medium (addition of 0.5 1 of 20% strength by 
weight glucose solution to 20 1 of malt 
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extract/yeast solution) , prior homogenization 
(glass homogenizer, Braun Chemie) being 
recommended for colony growth as disperse as 
possible. The culture was stirred for 2 4 hours at 
5 30°C in the 3 0 1 fermenter (17 1/min of 0 2 , 

200 rpm) , then the fermentation was terminated. 
The cells were centrifuged off at 4000 rpm for 
30 minutes and washed with TE buffer (pH 7.3, 
1 mmol/1 of EDTA. The moist biomass was 318 g. The 
10 cells were resuspended in 400 ml of TE buffer 

(pH 7.3, 1 mmol/1 of EDTA). 

Example 4: Enrichment of epoxide hydrolase from S. 
antibioticus Tu4 

15 

a) Cell disruption: 

For the experiments with disrupted cells, the cultured 
cells were removed by filtration or centrif ugation and 
20 washed twice with phosphate buffer (0.1 mol/1 of NaCl, 
10 mmol/1 of EDTA) . A suspension (10% w/v) was then 
prepared in the same buffer additionally containing 
10 mg/ml of lysozyme. The suspension was incubated for 

1 hour at 30°C and then disrupted twice for 5 minutes 
25 each time, with 1 minute in between, with ultrasound 

(Branson Sonifier W250, output 80W) in an ice bath. The 
resultant solution was centrifuged off for 60 minutes 
at 32 500 g and filtered (0.22 mm Sterivex-GP filter, 
Millipore) 

30 

b) Cell extract workup 

A column packed with an anion exchanger (Super Q 650M, 
Toso Haas, 60 mol volume) was equilibrated with 25 ml 
35 of tris/HCl buffer (pH 8.1), and then 15 ml of the 
crude extract were applied. The column was eluted with 

2 mol/1 NaCl solution containing the following 
gradients : 
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1st gradient: 30 ml NaCl solution (0 - 12% by weight), 
2nd gradient: 60 ml NaCl solution (12 - 35% by weight), 

Wash with 25 ml NaCl solution (100% by weight), 
5 reequilibration with 60 ml of tris/HCl buffer. 

Flow rate: 4 ml/min, fraction size 4 ml. Protein was 
determined at 280 nm. 

10 Activity of the individual fractions was determined 
using the NBP assay. For this, 150. fxl from the 
fractions were added to the wells of a 96-well 
microtitre plate and the NBP assay was performed as 
described above using the Biomek 2000 pipetting robot. 

15 50 ixl of acetone solution containing styrene oxide 
(2.6 mol/1) were used in order to reduce the amount of 
acetone, since the addition of acetone in an amount 
which is relatively too large can lead to a decrease in 
enzyme activity. The rest of the experimental procedure 

2 0 was performed in a similar manner to the procedure 

described above. In the enrichment, all of the epoxide 
hydrolase activity was detected in one fraction. 

Example 5: Conversion of styrene oxide using epoxide 
25 hydrolase from S. antibioticus Tii4 

a) Reaction procedure 

500 tig of styrene oxide were added to 250 ml of the 
30 cell-free extract from Example 4 containing 12 . 5 ml of 
DMSO as solubilizer. The mixture was incubated at 30°C 
with uniform shaking (2 50 rpm) . 

After 24 hours, the reaction was terminated by adding 

3 5 30 ml of ethyl acetate, and the aqueous phase was 

extracted. The organic phase was concentrated under 
reduced pressure. Gas-chromatographic analysis found an 
enantiomeric excess of the substrate of (ee s [%]) of 100 
and of the product (ee p [%]) of 14. 
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The enantiomeric purity of a chiral substance, which 
occurs in (R) - and (S) forms, is expressed by the 
parameter ee (enantiomeric excess) . This is defined by 
the following equation: 

5 

ee[%] = [ (X A -X B ) / (X A +X B ) ]* 100 

where X A and X B are the molar fraction of enantiomer A 
and B, respectively. 

10 

The enantiomeric excesses were analyzed by chiral gas 
chromatography under the following conditions: 75°C 
isothermal, 130 kPa, on an FS-Cyclodex p-I/P CS-fused 
silica capillary column (CS-Chromatographie Service 
15 GmbH, Langerwehe) (H 2 carrier gas, split 1:100, 0.25 mm 
x 50 mm) . 

The product phenyl-1 , -2-ethanediol was analyzed under 
the following conditions: 140°C isothermal under 
20 otherwise identical conditions. 

The enantioselectivity E of an enzymatic reaction is a 
constant for an enzyme which is independent of 
substrate concentration and conversion rate and, for an 
25 irreversible reaction without product inhibition, may 
be calculated using the following formula: 

E = (Vnvax/Km) (r) -Enantiomer / (^max/^m) (S) -Enantiomer = 

= {ln(l-U) (l-ee s ) ] }/{ln[ (1-U) (l+ee s ) ] } 
30 = {ln[ (1-U) (1+eep) ] }/{ln[ (1-U) (l-ee p ) ] } 

where ee s is the enantiomeric excess of the substrate 
and ee p is the enantiomeric excess of the product and 
the conversion rate U may be calculated from the 
35 formula U = ee s / (ee s +ee p ) . 



Evaluation was performed as described by Chen, C.S. et 
al., (1982) J.Am.Chem.Soc. 104, 7294. 
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b) Determination of enantioselectivity 



To follow the course of the reaction, 1.5 ml lots of 
the cell-free extract were shaken with 75 ml of DMSO 
5 and 7 ml of styrene oxide in sealable 2 ml reaction 
vessels at 3 0°C and extracted with 3 00 ml of ethyl 
acetate at predetermined times. 
Table 1 shows the results . 

10 Table 1: 



Time [h] 


ee s [%] 


ee p [%] 


Conversion rate 
[%] 


0.5 








1 


11 


66 


15 


3.5 


23 


26 


47 


5 


33 


22 


59 


7 


91 


21 


82 


24 


100 


14 


87 



The time course of the reaction is shown in the 
accompanying Figure 2 . 

15 Example 6: Hydrolysis of styrene oxide by Streptomyces 
strains S. fradiae Tii 27 and S. arenae Tu495 

Whole cells of a 250 ml culture of the organism were 
resuspended in 2 00 ml of sodium phosphate buffer 

20 (0.1 M, pH 8). To this were added 500 ill of styrene 
oxide and 10% (v/v) of DMSO. The reaction solution was 
shaken at 30°C at 210 rpm in a closed conical flask. 
Samples (1.5 ml) were taken at various time intervals 
to monitor the course of the reaction, centrifuged at 

25 14000 rpm for 3 minutes and extracted with 300 /xl of 
diethyl ether. The organic phases were dried using 
anhydrous sodium sulfate and analyzed by gas 
chromatography to determine the enantiomeric excess, 
the conversion rate and the enantioselectivity as 

3 0 described above. The results are summarized in Table 2 
below: 
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Table 2 : 



Strain 


Enantiomeric excess 


Conversion rate 


Time 


ee s a [%] 


ee p b [%] 


[%] 


[h] 


Tii27 


70 


23 


75 


48 


Tu95 


52 


38 


60 


24 



(R)-Styrene oxide 

(S) -Phenyl- 1, 2-ethanediol 



5 Example 7: Effect of cosolvents on styrene oxide 
hydrolysis. 

Example 6 was repeated, but S. antibioticus Tu4 was 
used as the microorganism, and DMSO, DMF or acetone 
10 were added to the reaction solutions in various 
amounts. The results are shown in Figure 3. 10% DMSO, 
5% acetone and 1-3% DMF led to an increase in 
enantiomeric excess, and thus in enantioselectivity. 

15 Example 7: Hydrolysis of ethyl 3-phenylglycidate 
(3-PEG) and n-decane-1 , 2-oxide by epoxide hydrolase 
from S. antibioticus Tu4 

Example 5 was repeated, but instead of styrene oxide, 
20 3-PEG or n-decane-1 , 2-oxide was used as substrate. 

a) Conversion of 3-PEG: 

In contrast to Example 5, 3-PEG was analyzed gas- 
chroma tographi cal ly at 60kPa, 130°C (60 min) , 
25 180°C (5 min), 10°C/min 

b) Conversion of decane-1 , 2-oxide 

The decane-1 , 2-diol formed was derivatized with 
acetone and p-toluenesulf onic acid as catalyst in 
30 ethyl acetate. Isopropylidenedecane-1 , 2-diol was 

analyzed at 12 0°C under the conditions specified 
in Example 5 . 
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We claim: 

1. An epoxide hydrolase (E.C. 3.3.2.3) from a 
microorganism of the genus Streptomyces . 

5 

2. An epoxide hydrolase as claimed in claim 1, having 
at least one of the following properties: 

a) hydrolytic epoxide cleavage of a styrene oxide 
10 and of at least one other compound selected 

from ethyl 3-phenylglycidates , n-hexane- 
1,2 -oxides, n-decane-1 , 2 -oxides and indene 
oxides ; 

15 b) conversion of a racemate of styrene oxide with 

an enantioselectivity E > 2 to give (S)-phenyl- 
1 , 2-ethanol . 

3. An epoxide hydrolase isolated from bacteria of the 
20 genus Streptomyces, in particular from the species 

S. griseus, S. thermovulgaris, S. antibioticus, S. 
arenae and S. fradiae, preferably from the strains 
Streptomyces griseus (DSM 40236 and DSM 13447), 
Streptomyces thermovulgaris (DSM 4 0444 and DSM 
25 13448), Streptomyces antibioticus Tu4 (DSM 12925) 

Streptomyces arenae Tii495 (DSM 40737 and DSM 
12134) or Streptomyces fradiae Tii 27 (DSM 12131) . 

4. A Streptomyces antibioticus Tu4 deposited at the 
30 DSMZ under the Deposit Number DSM 12925. 

5 . A process for separating epoxide enantiomer 
mixtures, which comprises 

35 a) incubating an epoxide enantiomer mixture, which 

comprises an epoxide hydrolase substrate, with 
an epoxide hydrolase as claimed in one of 
claims 1 to 3 , a microorganism of the genus 
Streptomyces, an epoxide hydrolase-containing 
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homogenate thereof, or a fraction of this 
homogenate; 

b) converting the enantiomeric mixture, preferably 
until the reaction equilibrium is established; 
and 

c) fractionating the reaction mixture. 

A process as claimed in claim 5, wherein an 
enantiomeric mixture of an epoxide is converted, 
which mixture is selected from styrene oxides, 
3-phenylglycidates , hexane-1 , 2 -oxides , decane- 
1,2 -oxides and indene oxides. 

A detection method for epoxide hydrolase, which 
comprises 

a) incubating an analyte in which epoxide 
hydrolase activity is suspected with an 
epoxide-containing substrate for the epoxide 
hydrolase under reaction conditions ; 

b) carrying out a color reaction with unreacted 
epoxide in the presence of 4-nitro- 
benzylpyridine (NBP) ; and 

c) analyzing the solution from step b) for 
decrease in pigment concentration, relative to 
an epoxide hydrolase- free control solution. 

A method as claimed in claim 7, wherein the 
relative decrease in pigment concentration is 
determined quantitatively and the epoxide 
hydrolase activity in the analyte is determined 
therefrom. 

A method as claimed in claim 8, wherein the 
analyte is a microorganism, a homogenate therefrom 



or a fraction of this homogenate. 

A process as claimed in claim 9, wherein the 
microorganism is a bacterium of the genus 
Streptomyces . 

A method as claimed in one of claims 7 to 10, 
wherein the epoxide- containing substrate is 
s tyrene oxide , 3 -phenylglycidate , hexane- 1 , 2 -oxide 
and/or indene oxide in enantiomeric pure form or 
an enantiomeric mixture. 

A screening method for detecting microorganisms 
having epoxide hydrolase activity and/or having 
the ability for the enantioselective hydrolysis of 
epoxides, comprising a detection method as claimed 
in one of claims 7 to 11. 

The use of an epoxide hydrolase as claimed in one 
of claims 1 to 3 , a microorganism of the genus 
Streptomyces, an epoxide-hydrolase-containing 
homogenate thereof or a fraction of this 
homogenate for the enantioselective hydrolysis of 
epoxides . 

The use of an epoxide hydrolase as claimed in one 
of claims 1 to 3 , a microorganism of the genus 
Streptomyces. , an epoxide-hydrolase-containing 
homogenate thereof or a fraction of this 
homogenate for the enantioselective preparation of 
hydroxides from the corresponding epoxides . 

A process for producing epoxide hydrolases 
(E.C. 3.3.2.3), wherein 

a) a cell homogenate is produced form a culture of 
a microorganism of the genus Streptomyces; 



b) the homogenate is fractionated, the resultant 
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fractions being tested for epoxide hydrolase 
activity, if appropriate using a detection 
method as claimed in one of claims 7 to 11; and 

5 c) fractions having epoxide hydrolase activity are 

combined and if appropriate further 
fractionated . 



Abstract 
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Epoxide hydrolases from Streptomyces 

5 A description is given of epoxide hydrolases from 
bacteria of the genus Streptomyces, a novel process for 
the enzymatic separation of epoxide enantiomeric 
mixtures, of a novel detection method for epoxide 
hydrolase activity, a screening method for detecting 
10 epoxide hydrolase activity and the use of bacteria of 
the genus Streptomyces and of the resultant epoxide 
hydrolases for enantioselective epoxide hydrolysis. 
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Epoxidhydrolasen aus Streptomyces 
Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft verbesserte Epoxidhydrolasen, welche aus 
Bakterien der Gattung Streptomyces sp. isolierbar sind, ein neues 
Verfahren zur enzymatischen Trennung von Epoxid-Enantibmerengemi- 
schen, ein neuartiges Nachweisverf ahren fiir Epoxidhydrolaseakti- 
10 vitat, ein Screening- Verfahren zum Nachweis von Epoxidhydrola- 
seaktivitat und die Verwendurig von Bakterien der Gattung Strepto- 
myces sp. und der daraus gewonnenen Epoxidhydrolasen zur enan- 
tioselektiven Epoxidhydrolyse. 

15 Die zunehmende Bedeutung enantiomerenreiner Verbindungen vor al- 
lem in der pharmazeutischen und der agrochemischen Industrie er- 
fordert einen sicheren und wirtschaftlichen Zugang zu optisch ak- 
tiven Substanzen. Fur die Darstellung von enantiomerenreinen Dio- 
len und Epoxiden steht eine Reihe von Methoden zur Verfvigung: 

20 

Bei der asymmetrischen chemischen Synthese von Epoxiden geht man 
von einer prochiralen Verbindung aus. Durch Verwendung eines chi- 
ralen Reagens, beispielsweise einer chiralen Persaure, eines chi- 
ralen Dioxirans bzw. Oxaziridins oder eines chiralen Bo-rats f ei- 

25 nes chiralen Auxiliars oder eines chiralen, metallischen oder , 
nicht-metallischen^ Katalysators wird ein chirales Epoxid gebil- 
det. Der bekannteste Weg zur Darstellung chiraler Epoxide ist die 
Sharpless-Epoxidierung von Alkenolen, z.B. von Allylalkoholen, 
mit Hydroperoxiden in Gegenwart von tibergangsmetallkatalysa-to- 

30 ren. 

Auch die Heirstellung von enantiomerenreinen Diolen auf biochemi- 
schem Weg ist bekannt. Mikroorganismen mit Epoxidhydrolaseaktivi- 
tat katalysieren die regio- und enantiospezif ische Hydrolyse von 

35 Epoxiden. Sie spalten die Etherbindung in Epoxiden uhter Bildung 
von Diolen. Es wurden bereits einige Bakterienstamme beschrieben, 
die es ermoglichen, eine breite Auswahl'an racemischen Epoxiden 
enantioselektiv zu hydroiysieren. Die Zahl der bekannten Epo- 
xidhy-drolasen und ihre Anwendung fiir die organische Synthese ist 

40 jedoch bis-lang begrenzt. Bekannte Stamme mit Epoxidhydrolaseak- 
tivitat sind beispielsweise Aspergillus niger LCP521, Bacillus 
sulfurescens ATCC 7159, Rhodococcus species NCIMB 11216 und an- 
dere . 

45 NAE 167/99 UP/58 26 . 07 . 1999 
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Die bekannten Stamme mit Epoxidhydrolaseaktivitat weisen jedoch 
oft ein begrenztes Substratspektrum und geringe Reaktionsge- 
schwindigkeiten auf. Auch sind die mit diesen Stammen erreichba- 
ren Enantioselektivitaten vielfach zu gering [Grogan, G., et al., 
5 FEMS Microbiology Lett. 141 (1996), 239 - 243; Kroutil, W. , et 
al., Tetrahedron Lett. (1996), 8379 - 8382]. Die bekannten Stamme 
sind genetisch schlecht zuganglich und teilweise schwierig kulti- 
vierbar. Deshalb liegen bisher nur zwei Ep-oxidhydrolasen [Cory- 
nebacterium sp. C12, (Misawa, E., et al., Eur . J.Biochem. 253 

10 (1998), 173 - 183) und Agrobacterium radiobacter ADl (Rink, R. , 
et al., J.Biol.Chem. 272 (1997), 14650 - 14657,)] rekombinant in 
E.coli vor. Auch die Reinigung der aus den Mikroorganismen erhal- 
tenen Epoxidhydrolasen wurde bisher nur bei Rhodococcus species 
NCIMB 11216 [Faber, K. , et al., Biotechnology Lett. 17 (1995), 

15 893 - 898] und Norcardia EH 1 [Kroutil, W., et al J. Biotechnol. 
61 (1998), 143 - 150] beschrieben. Sie war in beiden Fallen sehr 
aufwendig. Die Anreicherung von Epoxidhydrolase aus Corynebacte- 
rium sp. C12 wird von Misawa, E . , et al., Eur. J. Biochem. 
253,(1998) 173-183 beschrieben. 

20 

Zusatzlich erschwert wird die Suche nach neuen epoxidhydrolase- 
haltigen Mikroorganismen dadurch, dafl das Screening, d.h. die sy- 
stematische Suche, nach neuen Epoxidhydrolase produzierenden Mi- 
kroorganismen, z.B. in mikrobiologischen Stammsammlungen, bisher 
25 sehr zeitaufwendig war. Dies liegt daran, daJ3 zum Screening iibli- 
cherweise Verfahren eingesetzt werden, bei deneh die einzelnen 
Ansatze auf gearbeitet und einzeln gas- bzw. f lussigkeitschromato- 
graphisch untersucht werden miissen. 

30 Eine erste Aufgabe der Erfindung war es daher, neue Epoxidhydro- 
lasen mit erweitertem Substratspektrum und/oder yerbesserter 
Reaktivitat und/oder verbesserter Enahtioselektivitat bereitzu- 
stellen. AuJ3erdem sollten die neuen Epoxidhydrolasen insbesondere 
dadurch besser zuganglich sein, daB sie aus riicht-pathogenen, 

35 leicht kultivierbaren Organismen isolierbar sind und aufterdem 
eine gute molekularbiologische Zuganglichkeit auf weisen. 

Eine zweite Aufgabe der Erfindung war die Bereitstellung eines 
Verfahrens zum schnelleren und einfacheren Nachweis von Epoxidhy- 
40 drolase, was auch ein verbessertes Screening auf Epoxidhydrolase 
produzierende Mikroorganismen ermoglichen sollte. 

Eine dritte Aufgabe der Erfindung war die Bereitstellung eines 
verbesserten biochemischen Verfahrens zur Trennung von Epoxid- 
45 Enantiomerengemischen und damit eines verbesserten Verfahrens zur 
enantioselektiven Umsetzung von Epoxiden, das einen einfacheren 
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Zugang zur enantiomerenreinen Diolen und/oder Epoxiden ermog- 
licht. 

Eine vierte Aufgabe der Erfindung bestand darin, neue Epoxidhy- 
5 drolase produzierende Mikroorganismen bereitziistellen. 

Uberraschenderweise wurde obige erste Aufgabe gelost durch Be- 
reitstellung von Epoxidhydrolasen (E.C. 3.3-2.3) aus Mikroorga- 
nismen der Gattung Streptomyces sp. Epoxidhydrolase-Aktivitat 
10 wurde in Mikroorganismen dieser Gattung bisher nicht beschrieben. 

Die erf indungsgemaUen Epoxidhydrolasen besitzen wenigstens eine 
der folgenden vorteilhaf ten Eigenschaf s ten im Vergleich zu bisher 
bekannten Epoxidhydrolasen: 

15 

verbesserte Enantioselektivitat bei der Spaltung von enantio- 
merer Epoxide; 
- verbessertes (erweitertes ) Substratspektrum; 
verbesserte Reaktivitat; 
20 - bessere molekularbiologische Zuganglichkeit ; 

bessere biochemische Zuganglichkeit aufgrund leichterer Kul- 
tivierbarkeit der Mikroorganismen. 

Eine "verbesserte Enantioselektivitat" im Sinne der Erfindung ist 

i 

25 gegeben f wenn bei im wesentlichen gleichem Umsatz ein hoherer 
EnantiomereniiberschuB erzielbar ist. 

* 

Ein "erweitertes Substratspektrum" in Sinne der Erf indung bedeu- 
tet, daJ3 racemische Gemische mehrerer Epoxide umgesetzt werden. 

30 

Eine "verbesserte Reaktivitat" im Sinne der Erfindung bedeutet f 
daB die Umsetzung mit hoherer Raum-Zeit-Ausbeute erfolgt. 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere solche Epoxidhydrola- 
35 sen aus Streptomyces, die wenigstens eine der folgenden Eigen- 
schaften aufweisen: 

a) hydrolytische Epoxidspaltung eines Styroloxids r wie z.B. Sty- 
roloxid Oder eines am Phenylring oder Epoxidring ein- oder 

40 mehrfach substituierten Derivats davon, wie insbesondere ei- 

nem in meta- oder para-Stellung durch Nitro oder Halogen, 
insbesondere Chlor oder Brom, monosubstituierten Styrolo- 
xids, und wenigstens einer. weiteren Verbindung ausgewahlt un- 
ter 3-Phenyl-ethylglycidat, n-He-xan-1 , 2-oxid f n-De- 

45 can-l,2-oxi'd und Indenoxid, welche gegebenenf alls ein- oder 
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mehrfach durch Substituenten, vorzugsweise gemaJi obiger Defi- 
nition substituiert sein konnen; 

b) Umsetzung eines Racemats von Styroloxid mit einer Enantioe- 
5 selktivitat E ^ 2, wie z.B. > 10, wie etwa 10 bis 100 , zu 

(S)-Phenyl-l,2-ethanol gemifi der im folgenden angegebenen Re- 
aktionsgleichung (A) , wobei diese Umsetzung mit ganzen Zellen 
oder einem Zellhomogenat ocler einem angereicherten oder ge- 
reinigten Enzympraparat durchf iihrbar ist und bevorzugt in Ge- 
10 genwart eines Cosolvens, wie 5 bis 10% (v/v) DMSO erfolgt. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden Epoxidhydrolasen 
bereitgestellt, welche aus Bakterien der Gattung Streptomyces 
sp., insbesondere aus der Art S. griseus, S. thermovulgaris, S. 
15 antibioticus, S, arenae und fradiae, vorzugsweise aus den 
Stammen Stre-ptomyces griseus (DSM 40236) 9 Streptomyces thermo- 
vulgaris (DSM 40444), Steptomyces arenae Tii 495 (DSM 40737) 
Streptomyces antibioticus Tii 4 (DSM 12925) oder Streptomyces fra- 
diae Tu 27 (DSM 12131) isolierbar sind. 

20 

Besonders bevorzugt ist die aus Streptomyces antibioticus Tii 4 
(DSM 12925) isolierbare Epoxidhydrolase. Dieses Enzym ist durch 
seine ausgepragte Enantioselektivitat bei der Umsetzung von 
(R/S) -Styroloxid (I) gemafl folgender Reaktionsgleichung (A) 

25 

Reaktionsgleichnung (A) : 




(1)^ (II) (HI) 



zu (S ) -Phenyl- 1 f 2-ethandiol (III) unter Nicht-Hydrolyse von 
35 (R) -Styroloxid (II) charakterisiert . So katalysiert dieses Enzym 
in einem Reaktionsmedium, enthaltend 10 %(v/v) DMSO als Losungs- 
vermittler, obige Umsetzung unter einer Enantioselektivitat von E 
= 13 und eiinem Enantiomeremiberschufi ee[%] = 99 fur (II) und 
ee[%] = 14 fur (III) . 

40 

Die Isolierung des Enzyms wird in den Ausfuhrungsbeispielen naher 
beschrieben. Soweit keine naheren Angaben gemacht werden, erfoigt 
die Enzym-Anreicherung mit Hilfe biochemischer Standardverf ahren, 
wie z.B. beschrieben von T.G. Cooper in Biochemische Arbeitsme- 
45 thoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York, (1981). 
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Gegenstand der Erfindung ist auflerdem einen neuer Streptomyces - 
Stamm mit der Bezeichnung Streptomyces antibioticus Tu 4, hinter- 
legt bei der DSMZ unter der Hinterlegungsnummer DSM 12925 und Va- 
riant en und Mutanten dieses Stammes. 

5 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls funktionale Analoga der 
erfindungsgemafi bereitgestellten Enzyme, wie Varianten, Allele 
und Mutanten, welche Epoxydhydrolase-Aktivitat besitzen und, vor- 
zugsweise, wenigstens eine der obengenannten vorteilhaf ten Eigen- 
10 schaften aufweisen. 

Obige zweite Aufgabe konnte iiberraschenderweise gelost werden 
durch Bereitstellung eines optischen Nachweisverf ahrens fiir Epo- 
xidhydrolase, wobei man 

15 

a) einen Analyten, z.B. eine Mikroorganismenkultur , in welchen 
man Epoxidhydrolaseaktivitat vermutet, mit einem epoxidhalti- 
gen Substrat fiir die Epoxidhydrolase unter Reaktionsbedingun- 
gen inkubiert; 

20 

b) nicht umgesetztes Epoxid mit 4-Nitrobenzylpyridin (NBP) unter 
Bildung eines bei 560nm absoirbierenden Farbstpffs chemisch 
umsetzt; und 

25 c) den Ansatz aus Schritt b) auf Abnahme der Farbstof f konzentra- 
tion, relativ zu einem Epoxidhydrolase- freien Kontrollansatz 
analysiert. 

Das erfindungsgemafle Nachweisverf ahren ist qualitativ, z.B. als 
30 Spottest, oder quantitativ durchf iihrbar . Beim quantitativen Ver- 
fahren bestimmt man zunachst quantitativ die relative Abnahme der 
Farbstof fkbnzentration, z.B. photometrisch durch Bestimmung der 
Absorption bei 560 nm f und ermittelt daraus die Epoxidhydrola- 
seaktiviat im Analyten. 

35 

Als Analyt sind grundsatzlich geeignet Mikroprganismen per se, 
wie z.B. Proben aus einer frisch gezogenen Kultur eines Bakteri- 
ums r Zellhomogenisate davon oder Fraktionen dieser Zellhomogeni- 
sate nach einer Aufreinigung. Vorzugsweise wird der Test mit gan- 
40 zen Zellen oder nach AufschlaB der Zellen, z.B. mit Ultraschall 
oder Lysozym, durch^ef uhrt 

Beispielsweise ist das Verf ahren anwendbar auf den Nachweis yon 
Epoxidhydrolase in Bakterien aus der Gattung Streptomyces. 

45 
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Vorzugsweise wird das Nachweisverf ahren so durchgefiihrt , daii man 
einer frisch gezogenen Kultur des Mikroorganismus eine Probe ent- 
nimmt, diese aufschlieBt, von Zellf ragmenten befreit und mit ei- 
nem Epoxid, welches ein Substrat fiir das zu testende Enzym un- 
5 fasst, zugibt und mischt. Erf orderlichenf alls kann man in dem An- 
satz die Reaktionsbedingungen durch iibliche MaBnahmen, wie z.B. 
durch Zugabe von Puffer „ Einstellen der Reaktionstemperatur und 
dergleichen, optimieren. Bevorzugt verwendet man zur Verbesserung 
der Loslichkeit des Epoxids im wasserigen Reaktionsmedium ein Co- 
10 solvens. Geeignete Cosolventien sind z.B. Dimethylsulfoxid 

(DMSO), Dimethylformamid ( DMF ) , Ethanol oder Aceton. Optimale Re- 
aktionsbedingungen fiir Epoxidhydrolasen aus Streptomyces umf as- 
sen: 

15 Reaktionsmedium: Natriumphosphatpuf f er pH 8,0, 0,1 M, 10% (v/v) 



Reaktionsdauer: 2-20 Stunden 
20 Substrat- 

konzentration: 0 f l bis 0,8 molar 

Vorzugsweise verwendet man als Substrat Styroloxid, 3-Phenylgly- 
cidat, Hexan-l,2-oxid, Decan-l,2-oxid und/oder Indenoxid in enan- 
25 tiomerenreiner Form oder als Enantiomerengemisch. 

Zur Entwicklung der Farbreaktion wird anschlieBend der pH-Wert 
durch Zugabe einer Base, wie z.B. Triethylamin, eingestellt. An- 
schlieBend gibt man NBP, z.B. in einer Konzentration im Bereich 

30 von etwa 3 bis 10 , vorzugsweise etwa 5 % (w/v) in Methoxyetha- 
nol, hirizu. Als Losungsvermittler fiir den gebildeten Farbstoff 
gibt man z.B. Triethylenglycoldimethylether in ausreichender 
Menge hinzu. Den Ansatz inkubiert man schlieBlich bei etwa 35 bis 
45, vorzugsweise 39°C und bestimmt anschlieBend die Absorption be: 

35 560 nm, vorzugsweise gegen eine Referenz bei 650 nm. Aus einem 
Vergleich mit einem enzymfreien Kontrollansatz kann man die Ab- 
nahme der Absorption und damit die Abnahme von Epoxid quantitativ 
bestimmen. ■ 

40 Gegenstand der Erfindung sind auch Screening-Verf ahren zum Nach- 
weis von Mikroorganismen mit Epoxidhydrolaseaktivitat und/oder 
mit der Befahigung zur enaritioselektiven Hydrolyse von Epoxiden, 
umfassend das oben beschriebene Nachweisverf ahren. Dieses eignet 
sich besonders zur systematischen Untersuchung von Stammsammlun- 

45 gen oder durch sog. ''directed evolution" erzeugte Mutantenbanken 
auf Epoxidhydrolaseaktivitat. 



pH-Bereich: 
Temperatur : 



DMSO 
6-8 

30-37 °C 
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Obige dritte Aufgabe konnte iiberraschenderweise gelost werden 
durch Bereitstellung eines Verfahrens zur Trennung von Epoxid- 
Enantiomerengemischen, das dadurch gekennzeichnet ist, daft man 

5 a) ein Epoxid-Enantiomerengemisch, welches ein Epoxydhydrolase- 
Substrat umfasst, mit einer erf indungsgemaiten Epoxydhydro- 
lase, einem Mikroorganismus der Gattung Streptomyces sp., ei- 
nein Epoxidhydrolase-haltigen Homogenat davon oder einer Frak- 
tion dieses Homogenates unter Reaktionsbedingungen inkubiert? 

10 

b) das Enantiomerengemisch, vorzugsweise bis zum Erreichen von 
.50 %-igem Umsatz, umsetzt; und 

c) das im Reaktionsgemisch verbleibende Enantiomer vom Umset- 

15 zungsprodukt trennt und das im wesentlichen enantiomerenreine 

Umsetzungsprodiikt und/oder das verbleibende im wesentlichen 
enantiomerenreine Edukt reinigt. 

Vorzugsweise setzt man Enantiomerengemische eines der folgenden 
20 Epoxide urn: Styrolbxid, 3-Phenylglycidat , He-xan-1 ,2-oxid, De- 
can-l,2-oxid und Indenoxid oder substituierte Analoga dieser 
Oxide gemafi obiger Definition. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
25 Gewinnung von Epoxydhydrolasen ( E . C . 3.3.2.3), dadurch gekenn^ 
zeichnet, daJ3 man 

aus einer Kultur eines Mikroorganismus der Gattung Streptomy- 
ces sp. ein Zellhomogenat herstellt;, 

das Homogenat f raktioniert, wobei man die erhaltenen Fraktio- 
nen auf Epoxidhydrolase-Aktivitat , vorzugsweise unter Anwen- 
dung eine Nachweisverf ahren basierend auf der Farbreaktion 
von unumgesetztem Epoxid mit NBP gemafi obiger Definition, te- 
stet ; und 

Fraktionen mit Epoxidhydrolase-Aktivitat vereinigt und gege- 
benenfalls weiter f raktioniert . 

40 Ein letzter Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung ei- 
ner erfindungsgemaflen Epoxidhydrolase, eines Mikroorganismus der 
Gattung Streptomyces sp., eines Epoxidhydrolase-haltigen Homoge- 
nates davon oder einer Fraktion dieses Homogenates zur enantios- 
elektiven Hydrolyse von Epoxiden. 

45 
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Die Erf indung wird durch die nachf olgenden Beispiele und unter 
Bezugnahme auf die beiliegenden Figuren naher erlautert. Dabei 

MeBergebnisse fur die Farbstof fbildung aus NBP und Epoxid 
bei verschiedenen Styroloxidkonzentrationen. Aufgetragen 
ist die Absorptionsanderung in Ansatzen in Gegenwart von 
E. coli DH5a nach dem NBP -As say (schwar-ze Kreise), ohne 
E . coli DH5.a-Zelle und ohne NBP (schwarze Quadrate) und 
mit Zelllysat von E. coli DH5a nach NBP -As say (schwarze 
Dreiecke), jeweils nach 45 Minuten bei den angegebenen 
Styroloxidkonzentrat ionen - 

den zeitlichen Verlauf der Racematspaltung von Styroloxid 
durch die Epoxidhydrolase aus S. antibipticus Tii4 (DSM 
12925). ee[%] (R) -Styroloxid (schwarze Quadrate); ee[%] 
(S)-Phenyl-l / 2-ethandiol (schwarze Krei-se); Umsatz[%] 
(schwarze Dreiecke); 

den EinfluB verschiedener Cosolventien auf die Hydrolyse 
von Styroloxid durch Epoxidhydrolase aus S. antibioticus 
Tu4 (DSM 12925); aufgetragen ist ee[%] (R) -Styroloxid in 
Abhangigkeit von der Cosolvenskonzentration (%(v/v)); 
Aceton (schwarze Quadrate); DMSO (schwarze Kreise); DMF 
(schwarze Dreiecke), 

Beispiel 1 : Validierung eines Testsystems fur Epoxidhydrolase 

a) Styroloxid als Substrat 
30 • 

Ein Epoxidhydrolase-freier Organismen (E. coli DH5a) wurden in 
2 ml Kulturen kultiviert und auf geschlossen. Jeweils 100 |il der 
erhaltenen Zellauf schlusse wurden auf 4 Vertiefungen einer Mikro- 
titerplatte verteilt. Zu dem zellauf schluB wurden 50 (xl Aceton mit 

35 verschiedenen Styroloxidmengen (l r 3 mol/1 ( Stamm-losung) , 0,65 
mol/1, 0,32 mol/l> 0 , 16 mol/1 , , 0 , 08 mol/1) hinzugegeben. Die L6- 
sung wurde 2 Stunden bei 30°C inkubiert. Nach Zugabe von 25 |il 
Triethylamin (TE ) , 50 \il p-Nitrobenzylpyridin (NBP, 5 Vol.-*) und 
50 nl Triethylenglykoldimethylether wurde nochmals 45 Minuten bei 

40 39°C inkubiert und anschlieJJend die Absorption bei 560 run gegen 
eine Referenz bei 650 nm gemessen. 

Die Ergebnisse sind in Figur 1 dargestellt. Die Absorption nahm 
linear zur eingesetzten Styrol-oxidmenge zu. Deshalb zeigt die 
45 Verringerung der Absorption das Vorhandensein einer Epoxidhydro- 
laseaktivitat an. 



zeigt : 
5 Figur 1 

10 

Figur 2 

15 

20 Figur 3 
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b) 3-Phenylglycidat als Substrat 

. Beispiel la) wurde mit der Abanderung wiederholt, daJ3 als Sub- 
strat 3-Phenylglycidat verwendet wurde. Auch hier fand sich eine 
5 Linearitat zwischen der Absorption und der verbleibenden Menge an 
nicht hydrolysiertem Epoxid. 

c) Hexan-1, 2-oxid als Substrat 

10 Beispiel la) wurde mit der Abanderung wiederholt, daJ3 als Sub- 
strat Hexan-1, 2-oxid verwendet wurde. Auch hier fand sich eine 
Linearitat zwischen der Absorption und der verbleibenden Menge an 
nicht hydrolysiertem Epoxid. 

15 d) indenoxid als Substrat 

Beispiel la) wurde mit der Abanderung wiederholt, dafl als Sub- 
strat Indenoxid verwendet wurde. Auch hier fand sich eine Linea- 
ritat zwischen der Absorption und der verbleibenden Menge an 
20 nicht hydrolysiertem Epoxid. 

Beispiel 2: Screening verschiedener Streptomyces-Stairane auf Epo- 
xidhydrolase-Aktivitat mit Styroloxid als Substrat 

25 Analog zu Beispiel 1 wurden verschiedene hinterlegte Streptomy- 
ces-Stamme sowie als negative Kontrolle eiri Bakterienstamm der 
Gattung Rhodococcus sp. (NCIMB 11216) getestet. Diejenigen Ver- 
tiefungen der Mikrotiterplatte welche die negative Kontrolle ent- 
hielten zeigten eine intensive Farbreaktion (Blauf arbung) wahrend 

30 in Vertiefungen mit Streptomyces ahtibioticus TU4 (DSM 12925) und 
Streptomyces fradiae Tu27 (DSM 12131) die hochste Epoxidhydro- 
lase-Aktivitat nachweisbar war (Ergebnisse nicht gezeigt) . 

Beispiel 3: Kultivierung des Stammes Streptomyces antibioticus 
35 Tu4 

Die Kultivierungen wurden sowohl in 250 ml Schuttelkolben als 
auch in einem 30 1 Fermenter durchgef uhrt , wobei der pH-Wert 
nicht kbntrolliert wurde. 

40 

a) 250 ml Fermentation: Die Kultivierungsdauer betrug im 250 ml 
Maflstab zwischen 48 und 72 Stunden bei 30°C. 

b) 30 1 Fermentation: 2 Schuttelkolben mit je 1 1 Malzmedium [10 
45 g Malzextrakt, 4 g Hefe, auf 1 1 mit Leitungswasser aufge- 

fullt und autoklaviert, sterilf iltrierte Glucose (4g/l End- 
konzentration) wurde nach dem Autoklavieren hinzugegeben] 
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wurden mit Sporen von Streptomyces antibioticus Tu4 an- 
geimpft; an- schl legend wurde 48 Stunden geschuttelt (30°C, 
210 U/min) . Mit 2 1 dieser Vorkultur wurden 20 1 Malzmedium 
(Zugabe von 0,5 1 20 gew.-%ige Glucoselosung zu 20 1 Malzex- 
5 trakt/Hefelosung) angeimpft, wobei sich flir ein moglichst 

disperses Wachstum der Kolonie die vorherige Homogenisierung 
(Glashomogenisator, Braun Chemie) empfiehlt, Es wurde im 30 
1-Fermenter bei 30°C 24 Stunden geruhrt (17 1/min 02 r 200 U/ 
min), dann wurde die Fermentation abgebrochen. Die Zellen 
10 wurden bei 4000 U/min 30 Minuten abzentrifugiert und mit TE- 

Puffer (pH 7,3, 1 mmol/1 EDTA) gewaschen. Die Biof euchtmasse 
betrug 318 g. Die Zellen wurden in 400 ml TE-Puffer (pH 7,3, 
mmol/1 EDTA) resuspendiert . 

15 Beispiel 4: Anreicherung Epoxidhydrolase aus S. antibioticus Tu4 

a) Zellauf schluB: 

20 Fiir die Versuche mit auf geschlossenen Zellen wurden die kulti- 
vierten Zellen durch Filtration Oder Zentrif ugation, abgetrennt 
und zweimal mit Phosphatpuf f er (0,1 mol/1 NaCl, 10 mmol/1 EDTA) 
gewaschen. Anschliefiend wurde eine Suspension (10% w/v) im glei- 
chen Puffer mit zusatzlich 10 mg/ml Lysozym hergestellt. Die Sus- 

25 pension wurde 1 Stunde bei 30°C inkufciert und anschlieBend zweimal 
je 5 Minuten, dazwischeh 1 Minute Pause, im Eisbad mit Ultra- 
schall aufgeschlossen (Branson Sonifier W250, Output 80W) . Die 
erhaltene Losung wurde 60 Minuten bei 32 500 x g abzentrifugiert 
und filtriert (0,22mm Sterivex-GP Filter, Millipore) 

30 

b) Aufarbeitung des Zellextraktes 

Eine mit einem Anionenaustauscher gefullte Saule (Super Q 650M, 
Toso Haas, 60 ml Volumen) wurde mit 25 ml Tris/HCl-Puf f er (pH 
35 8,1) aquilibriert, dann wurden 15 ml des Rohextraktes aufge- 

bracht. Es wurde mit 2 mol/1 NaCl-Losung mit folgenden Gradienten 
eluiert: 

1. Gradient: 30 ml NaCl-Losung (0 - 12 Gew.-% ), 

40 

2. Gradient: 60 ml NaCl-Losung (12 - 35 Gew.-%), 

Spulung mit 25 ml NaCl-Losung (100 Gew.-%), Reaquilibrierung mit 
60 ml Tris/HCl-Puf fer. 

45 
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Durchlauf: 4 ml/min, FraktionsgroBe 4 ml. Die Proteinbestimmung 
wurde bei 280 nm durchgef iihrt . 

Die Aktivitat der einzelnen Fraktionen wurde mit dem NBP-Assay 
5 untersucht. Hierzu wurden 150 \il aus den Fraktionen in die Vertie- 
fungen einer 96er Mikrotiterplatte gegeben' und der NBP-Assay mit 
dem Biomek 2000 Pipettierroboter wie zuvor beschrieben durchge- 
f iihrt. Es wurden 50 \il Acetonlosung mit Styroloxid (2,6 mol/1) 
verwendet, um die Acetonmenge zu verkleinern, da die Zugabe von 
10 Aceton in einer relativ zu groBen Menge zu einer Verringerung der 
Enzymaktivitat fiihren kann. Die restliche Versuchsdurchflihrung 
erfolgte analog zu der vorstehend beschriebenen Vorgehensweise. 
In der Anreicherung konnte in einer Fraktion die gesamte Epoxid- 
hydrolaseaktivitat detektiert werden. 

15 

Beispiel 5: Umsetzung von Styroloxid mit Epoxidhydrolase aus S. 
antibioticus Tu4 

a) Durchfiihrung der Reaktion 

20 

Zu 250 ml des Zellauf schlusses aus Beispiel 4 mit 12,5 ml DMSO 
als Losungsvermittler wurden 500 \iq Styroloxid gegeben. Es wurde 
bei 30°C und gleichmaBigem Schutteln (250 U/min) inkubiert. 

25 Nach 24 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 ml Essig- 
saureethylester abgebrochen, und die waflrige Phase wurde extra- 
hiert. Die prganische Phase wurde im Vakuum eingeengt. Die gas- 
chromatographische Analyse ergab einen EnantiomereniiberschuB des 
Substrats von (ee^[%]) von 100 und des Produkts (ee^[%]) von 14. 

30 

Die Enantiomerenreinheit einer chiralen Substanz, welche in (R)- 
und in (S)-Form auftritt, wird iiber den Parameter ee (Enantiome- 
reniiberschuB) ausgedriickt. Dieser ist durch folgende allgemeine 
Gleichung definiert: 

35 

ee[%] = [(X A -X B )/(X A +X B )]* 100 

worin X A und X B fur den Molenbruch von Enantiomer A bzw. B stehen. 

40 Die Analyse der Enantiomereniiberschusse erfolgte durch chirale 
Gaschomatbgraphie unter folgenden Bedingungen: 75°C isotherm, 130 
kPa, auf einer FS-Cyclodex B-I/P CS-Fused Silica Kapillarsaule 
(CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) (H2 Tragergas, 
Split 1:100, 0,25 mm x 50 mm). 
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Die Analyse des Produkts phenyl-l,2-ethandiol erfolgte unter fol- 
genden Bedingungen: 140°C isotherm unter ansonsten gleichen Bedin- 
gungen. 

5 Die Enantioselektivitat E einer enzymatischen Reaktion ist eine 
von substratkonzentration und Umsatz unabhangige Konstante fur 
ein Enzym und bei irreversibler Reaktion ohne Produktinhibition 
nach folgender Formel zu berechnen: 



10 



E = (Vmax/Km) (R) -Enantiomer/ ( V max /K m ) ( s)-Enantiomer 

= { In ( ( 1-U ) ( l-ee g ) ] } / { In [ ( 1-U ) ( l+ee s ) ] } 
= {ln[ ( 1-U) ( l+ee p ) ] }/{ln[ ( 1-0) ( l-ee p ) ] } 



worin ee s der Enantiomerenuberschufi des Substrats und ee p der 
15 Enantiomerenuberschufl des Produkts ist und der Umsatz U nach der 
Formel U = ee s / (ee s +ee p ) berechenbar ist. 



20 



Die Auswertung erfolgte gemaB Chen, C.S., et al., (1982) 
J.Am.Chem.Soc. 104, 7294. 

b) Ermittlung der Enantioselektivitat 



Fur die Verfolgung des Reaktionsverlauf s wurden 1,5 ml Ansatze 
des Zellaufschlusses mit 75 ml DMSO und 7 ml Styroloxid in ver- 
25 schraubbaren 2 ml Reaktionsgef aBen bei 30°C geschuttelt und nach 
vorgegebenen Zeiten mit 300 ml Essigsaureethylester extrahiert. 
Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse. 



Tabelle 1: 



30 



35 



Zeit [h] 


ee s %[%] 


ee p [%] 


Umsatz [ % ] 


0,5 








1 


11 


66 


15 


3,5 


23 


26 


47 


5 


33 


22 


59 


7 


91 


21 


82 


24 


100 


14 


87 



40 Der zeitliche Verlauf der Reaktion ist in beiliegender Figur 2 
dargestellt. 

Beispiel 6: Hydrolyse von Styroloxid durch die Streptomyces- 
Stamme S. fradiae TU27 und S. arenae TU495 

45 
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Ganze Zellen einer 250 ml Kultur des Organismus wurden in 200 ml 
Natriumphosphatpuf fer (0,1 M, pH 8) resuspendiert . Dazu gab man 
500 \il Styroloxid und 10% (v/v) DMSO. Der Reaktionsansatz wurde 
bei 30°C mit 210 Upm in einem geschlossenen Erlenmeyerkolben ge- 
5 schuttelt. Proben (1,5 ml) wurden in veirschiedenen Zeitinterval- 
len zur Kontrolle des Reaktionsverlauf s gezogen, bei 14000 Upm 3 
Minuten zentrif ugiert und mit 300 \il Diethylether extrahiert. Die 
organischen Phasen wurden mit wasserfreien Natriumsulf at getrbck- 
net und gaschromatographisch zur Bestiiranung des Enantiomerenuber- 
10 schusses, des Umsatzes und der Enantioselektivitat wie oben be- 
. schrieben arialysiert. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 2 
zusciinmengef aJit : 



Tabelle 2 : 



15 



Stamm 


Enantiomereniiberschufl 


Umsatz 


Dauer 


ee s a [%] 


ee p b[%] 


[%] 


[h] 


TU27 


70 


2.3 


75 


48 


TU495 


52 


38 


60 


24 



20 



a ( R) -Styroloxid 
* b - (S)-Phenyl-l / 2-ethandiol 



25 



30 



Beispiel 7 : 
lyse . 



Einf luJ3 von Cosolventien auf die Styroloxid-Hydro- 



Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch S . antibioticus TU4 als 
Mikroorganismus verwendet wurde , und DMSO, DMF bzw. Aceton in 
verschiedenen Mengen zu den Reaktionsansatzen gegeben wurden. Die 
Ergebnisse sind in Figur 3 dargestellt. 10 % DMSO , 5 % Acteon und 
1-3 % DMF fiihrten zu einer Zunahme des Enantiomereniiberschusses 
und damit der Enantioselektivitat. 



35 



Beispiel 7: Hydrolyse von 3-Penylethylglycidat (3-PEG) und n-De- 
cari-l,2-oxid durch Epoxidhydrolase aus S. antibiotdcus TU4 

Beispiel 5 wurde wiederholt, wobei anstelle von Styroloxid 3-PEG 
bzw. n-Decan-l # 2-oxid als Substrat eingesetzt wurde. 



40 



a) Umsetzung von. 3-PEG: 

Im Unterschied zu Beispiel 5 erfolgte die gaschromatographi- 
sche Analyse von 3-PEG bei 60kPa, 130°C (60 min) f 180°C 
(5 min) , 10 °C/min 



45 



b) Umsetzung von Decan-1 , 2-oxid 

Das gebildete Decan-1 , 2-diol wurde mit Aceton und p-Toluol- 
sulfonsaure als Katalysator in Ethylacetat derivatisiert . 
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lsopropyliden-decan-l,2-diol wurde bei 120 °C unter den in 
Beispiel 5 angegebenen Bedingungen analysiert. 

5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 
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Patentanspriiche 

1. Epoxidhydrolase (E.G. 3.3.2.3) aus einem Mikroorganismus der 
5 Gattung Streptomyces sp. 

2. Epoxidhydrolase nach Anspruch 1 , gekennzeichnet durch wenig- 
stens eine der folgenden Eigenschaf ten: 

10 a) hydrolytische Epoxidspaltung eines Styroloxids, und we- 

nigstens einer weiteren Verbindung ausgewahlt unter 
3-Phenyl-ethylglycidaten, n-Hexan-1 , 2-oxiden, n-De— 
can- 1, 2-oxiden und Indenoxiden; 

15 b) Umsetzung eines Racemats von Styroloxid mit einer Enan- 

tioeselektivitat E > 2 zu (S)-Phenyl-l f 2-ethanol. 

3. Epoxidhydrolase isoliert aus Bakterien der Gattung Strep— to- 
myces sp. f insbesondere aus der Art S. griseus f S. thermovul- 

20 garis, S. antibioticus S. arenae und S. fradiae, vorzugs- 

weise aus den Stantmen Streptomyces griseus (DSM 40236), 
Streptomyces thermovulgaris (DSM 40444) Streptomyces antibio- 
ticus Tu 4 (DSM 12925 ), Strepromyces arenae Tu495 (DSM 40737) 
oder Streptomyces fradiae Tu 27 (DSM 12131). 



25 



4. Streptomyces antibioticus Tu 4 hinterlegt be i der DSMZ unter 
der Hinterlegungsnummer DSM 12925. 



5. Verfahren zur Trennung von Epoxid-Enantiomererigemischen, da- 
30 durcH gekennzeichnet , dcLfJ man 

a) ein Epoxid-Enantiomerengemisch, welches ein Epoxidhydro- 
lase-Substrat umfasst, mit einer Epoxidhydrolase gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 3, einem Mikroorganismus der 

35 Gattung Streptomyces sp., einem Epoxidhydrolase-haltigen 

Homogenat davon oder einer Fraktion dieses Homogenates 
inkubiert ; 

b) das Enantiomerengemisch, vorzugsweise bis zur Ein— stel- 
40 lung des Reaktionsgleichgewichtes, umsetzt; und 



c) das Reaktionsgemisch auftrennt. 
45 NAE 167/99 UP/58 26.07.1999 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dafl man. 
ein Enantiomerengemisch eines Epoxids umsetzt, das ausge- 
wahlt ist unter Styroloxiden, 3-Phenylglycidaten, He- 
xan-1, 2-oxiden, Decan-1, 2-oxiden und Indenoxiden. 

5 ... 
7/ Nachweisverfahren fiir Epoxidhydrolase , wobei man 

einen Analyten, in welchen man Epoxidhydrolaseaktivi— tat 
vermutet, mit einem epoxidhaltigen Substrat fiir die Epo- 
xidhydrolase unter Reaktionsbedingungen inku— biert ; 

mit nicht umgesetztem Epoxiid in Anwesenheit von 4-Ni— tro 
benzylpyridin (NBP) eine Farbreaktion durchfiihrt; und 

den Ansatz aus Schritt b) auf Abnahme der Farbstof f— kon- 
zentration, relativ zu einem Epoxidhydrolase-frei— en Kon 
trollansatz analysiert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7 , dadurch gekennzeichnet, dafl man 
20 die relative Abnahme der Farbstof fkonzentration quantitativ 

bestimmt und daraus die Epoxidhydrolaseaktiviat im Analyten 
ermittelt. 

9- Verfahren nach Anspruch 8 # dadurch gekennzeichnet, da/3 der 
25 Analyt ein Mikroorganismus , ein Homogenat davon oder eine 

Fraktion dieses Homogenates ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
Mikroorganismus ein Bakterium aus der Gattung Streptomyces 

30 sp. ist. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das epoxidhaltige Substrat Styroloxid, 3-Phe- 
nylglycidat, Hexan-l,2-oxid und/oder Indenoxid in enantiome- 

35 renreiner Form oder ein Enantiomerengemisch davon ist. 

12. Screening-Verf ahren zum Nachweis von Mikroorganismen mit Epo 
xidhydrolaseaktivitat und/oder mit der Befahigung zur enan- 
tioselektiven Hydrolyse von Epoxiden, umfassend ein Nachweis 

40 verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 11. 

13. Verwendung einer Epoxidhydrolase gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 3 , eines Mikroorganismus der Gattung Streptomyces sp. , 
eines Epoxidhydrolase-haltigen Homogenates davon oder einer 

45 Fraktion dieses Homogenates zur enantioselektiven Hydrolyse 

von Epoxiden . 



a) 

10 

b) 

15 c) 
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14- verwendung einer Epoxidhydrolase gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 3, eines Mikroorganismus der Gattung Streptomyces sp., 
eines Epoxidhydrolase-haltigen Homogenates davon oder einer 
Fraktion dieses Homogenates zur enantioselektiven Herstellung 
5 von Hydroxiden aus den korrespondierenden Epoxiden. 

15. Verfahren zur Gewinnung von Epoxydhydrolasen (E.C • 3.3.2.3), 
dadurch gekennzeichnet f daB man 

10 a) aus einer Kultur eines Mikroorganismus der Gattung Strep- 

tomyces sp. ein Zellhomogenat herstellt; 

das Homogenat f raktioniert f wobei man die erhaltenen 
Fraktionen auf Epoxidhydrolase-Aktivitat , gegebenenf alls 
unter Anwendung eine Nachweisverf ahren gemafl einem der 
Anspriiche 7 bis 11, testet; und 

c) , Fraktionen mit Epoxidhydrolase-Aktivitat vereinigt und 
gegebenenf alls weiter f raktioniert . 
20 • 



25 



b) 

15 



30 



35 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft Epoxidhydfolasen aus Bakterien der Gattung 
5 Streptomyces sp., ein neues Verfahren zur enzymatischen Trennung 
von Epoxid-Enantiomerengemischen, ein neuartiges Nachweisverf ah- 
ren fur Epoxidhydrolaseaktivitat j ein Screening-Verf ahren zum 
Nachweis von Epoxidhydrolaseaktivitat und die Verwendung von Bak- V 
terien der Gattung Streptomyces sp. und der daraus gewonnenen 
10 Epoxidhydrolasen zur enantioselektiven Epoxidhydrolyse . 
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